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Zusammenfassung 
Eine der drei Domänen des Lebens besteht aus den Mitgliedern der Sparte 
Archaea. Trotz ihrer Fülle und Allgegenwärtigkeit auf der Erde und ihrer engen 
Assoziation mit Menschen, Tieren und Pflanzen sind bisher keine pathogenen 
Archaea beschrieben worden. Einige Archaea kommen human-assoziiert in naher 
Umgebung von anaerob lebenden Bakterien, z.B. im menschlichen Darmsystem 
oder in parodontalen Taschen vor. Jedoch ist ihre physiologische Rolle bis heute 
ungeklärt. 
Eine parodontale Erkrankung ist eine polymikrobiell bedingte anaerobe Infektion, 
die durch die definitive Etablierung eines hochkomplexen mikrobiellen 
subgingivalen Ökosystems (Plaque) gekennzeichnet ist. Dieser Biofilm kann 
zusammen mit den wirtsspezifischen (erworbene und verhaltensbedingte 
Risikofaktoren), immunologischen und inflammatorischen Reaktionen zu einem 
progressiven Abbau der Strukturen des Zahnhalteapparates und letztlich zum 
Zahnverlust führen.  
Neuen Erkenntnissen zufolge ist davon auszugehen, dass methanproduzierende 
(methanogene) Archaea und sulfatreduzierende Mikroorganismen (SRB) in 
parodontalen Taschen vorkommen, beides Organismengruppen, die man bisher 
nur aus natürlichen Habitaten kennt. Daher sollte mit dieser übergreifenden Studie 
herausgefunden werden, ob und welche dieser Mikroorganismen in welcher 
Quantität bei physiologischen wie auch bei destruktiven Prozessen des 
Zahnhalteapparates nachweisbar sind, ob sie mit anderen Mikroorganismen 
wechselwirken und ob es Hinweise auf die ätiologische Rolle dieser Organismen 
bei parodontalen Erkrankungen gibt.  
Mit Hilfe von quantitativer Real Time PCR (Polymerase-Kettenreaktion) wurden 
Proben von 102 Patienten mit unterschiedlichen Stadien parodontaler 
Erkrankungen analysiert und mit 65 Proben einer gesunden Kontrollgruppe 
verglichen. Zum Einsatz kamen funktionelle, für SRB und Methanogene 
charakteristische Gene, die die Detektion physiologisch distinkter 
Organismengruppen ermöglichten.  
Methanogene und/oder Sulfatreduzierer wurden ausschließlich in Proben 
parodontal Erkrankter detektiert, wobei ihre Anwesenheit in schweren Fällen der 
Erkrankung sogar signifikant zunahm. Obwohl eine Assoziation mit dem erhöhten 
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Schweregrad der Erkrankung noch keine konkreten Rückschlüsse auf die 
Kausalität zuließ, so war der steigende Einfluss beider Gruppen auf die 
Progressionsintensität der Parodontitis evident. Prinzipiell wurden die funktionellen 
Gene als potentielle Biomarker für eine parodontale Erkrankung mit eindeutigen 
positiven prädiktiven Werten designiert.  
Um die Ursache der Parodontitis weiterhin zu erforschen, müsste das 
Gesamtgefüge der Mikroorganismen genauer betrachtet werden, da kein einzelner 
Erreger alleinverantwortlich zu sein scheint. Ergänzende Studien zur Erkenntnis 
grundlegender Prinzipien, die den infektiösen Prozess ungeachtet von wirts- 
und/oder ortsspezifischen Strukturen vorantreiben, könnten nachhaltig das 
Verständnis der Parodontitis erhöhen.  
 
 
Abstract 
One of the three domains of life consists of the members of the Archaea group. 
Despite their numbers and their overall presence on the planet and their close 
association with humans, animals and plants, no pathogenic archaea have as yet 
been described. Some archaea are found close to bacteria that exist in anaerobic 
conditions e.g. in the human bowel or in periodontal pockets. But until today, their 
physiological role was not cleared. 
A periodontal disease is an anaerobic infection caused by polymicrobes, 
characterised by the definite establishment of a highly complex microbial 
subgingival ecosystem (plaque). This biofilm, together with the host’s specific (risk 
factors that are acquired or based on lifestyle) immunological and inflammatory 
reaction can lead to the deterioration of the periodontium and lately to the loss of 
the tooth itself. 
Initial examinations proved that methan-producing (methanogenic) archaea and 
sulfate-reducing micro-organisms are present in periodontal pockets. Up to now 
these both groups of organisms have only been detected in natural habitats. This 
was a reason to carry out a comprehensive study to determine which kind of these 
micro-organisms and which quantity can be detected in the destructive processes 
of the periodontium, whether they interact with other micro-organisms and if there 
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is an indication of the aetiological role these organisms play in periodontal 
diseases. 
Samples were taken from 102 patients in different stages of periodontal disease 
and analyzed with the help of real time quantitative PCR (polymerase chain 
reaction). They were compared to samples taken from a control group of 65 
healthy subjects. Functional genes specifically for methanogenic archaea and for 
dissimilatory sulfate-reducers allowing the detection of physiological distinct 
microorganisms have been used. 
Detectable levels of methanogens and sulfate-reducers were only found at 
diseased sites, with proportions of them being significantly elevated in the more 
severe cases. Although this finding demonstrates association with, rather than 
causation of, disease, the increased importance of both groups for the progression 
of periodontitis is evident and principally designates the functional as potential 
biomarkers for progressive periodontal disease with high positive predictive values. 
 
To investigate the cause of periodontitis furthermore, it should be necessary to 
regard the total structure of the micro-organisms more intensively, because none of 
the pathogenes seem to be responsible all by itself. Completing studies should 
give more importance to the realization of those basic principles, which accelerate 
the infectuous process in spite of the specific structure of host or site. This might 
even increase the understanding of periodontitis significantly. 
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1 Einleitung 
1.1 Parodontalerkrankungen 
Laut aktueller deutscher Gesundheitsstudie leiden ca. 70% der Erwachsenen 
zwischen 35 und 44 Jahren an einer mittelschweren oder schweren Parodontitis. 
„Obwohl […] Parodontalerkrankungen selten lebensbedrohend sind, sind sie doch 
aufgrund ihrer weiten Verbreitung in der Bevölkerung und der gewaltigen Kosten, 
die für die Kassen mit der Behandlung verbunden sind, von großer klinischer 
Bedeutung“ (Marsh & Martin 2003).  
 
       
       
 
 
 
 
     
       
       
       
       
       
       
       
       
Abb.1: Entwicklung der mittelschweren und schweren Parodontalerkrankungen bei 35 bis 
44jährigen Erwachsenen von 1997 bis 2007 in % (vgl. Dritte und Vierte Deutsche 
Mundgesundheitsstudie (DMS III, IV) des Instituts der Deutschen Zahnärzte (IDZ) im Auftrag der 
Bundeszahnärztekammer und der Kassenärztlichen Bundesvereinigung, November 2006). 
 
Entzündliche Parodontopathien sind gekennzeichnet durch progressiven 
Attachmentverlust und Abbau des Alveolarknochens; die zugehörigen 
Kardinalsymptome sind Taschenbildung und/oder Rezession. 
2 
 
 
Abb.2: Genese einer Parodontopathie 
CAL: Attachmentverlust; Strecke zwischen Schmelz-Zement-Grenze und dem Boden der Tasche  
ST: Sondierungstiefe; Strecke zwischen Gingivarand und dem Boden der Zahnfleischtasche 
R: Rezession; Differenz zwischen CAL und ST (R=CAL-ST) 
 
Parodontopathien stellen der heutigen Auffassung nach keine Infektionen dar, die 
die strengen Postulate von Henle und Koch (Koch 1884) uneingeschränkt erfüllen. 
Sie sind stattdessen opportunistische Misch-Infektionen, für die neben der 
Anwesenheit von pathogenen Mikroorganismen (Haffajee et al. 1997; Socransky 
1979) ein für die Vermehrung dieser Keime günstiges Milieu (z.B. niedriges 
Redoxpotential, niedriger Sauerstoffpartialdruck, dienliche Synergismen mit 
anderen Mikroorganismen) förderlich ist. 
 
Die exakte Ätiologie ist bis heute nicht gänzlich geklärt, da die Zusammensetzung 
der subgingivalen Plaque sich nicht nur von Mensch zu Mensch unterscheidet, 
sondern auch innerhalb eines Patienten im Verlaufe der Erkrankung. Ort und 
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Zeitpunkt einer Probenentnahme sind für die Diagnostik demnach sehr wichtig 
(Marsh & Martin 2003). 
Aufgrund der hohen Diversität und der hohen Dynamik der parodontalen 
Mikroorganismen in parodontalen Taschen (z.B. roter Komplex) (Socransky et al. 
1998) ist es schwierig zu bestimmen, welche Mikroorganismen ursächlich die 
Parodontopathie bedingen, welche Spezies sekundär das pathogen veränderte 
Milieu besiedeln, welche Keime unabhängig von der Progression der Erkrankung 
vorhanden sind (Relman 1999; Cavicchioli et al. 2003), welche Mikroorganismen 
inhibierend wirken und welche für das klinische Erscheinungsbild 
ausschlaggebend sind (Marsh 2006). 
 
Mit Sicherheit weiß man, dass für die fortschreitende Entwicklung der 
Parodontopathie neben dem Vorhandensein einzelner Spezies die 
Zusammensetzung der mikrobiellen Flora entscheidend ist (Theilade 1986). Es 
konnte der Nachweis erbracht werden, dass einige Mikroorganismen statistisch 
gesehen häufig vergesellschaftet in sogenannten mikrobiellen Clustern 
vorkommen (Socransky et al. 1998). Klinische Symptome wie z.B. größere 
Taschentiefen und verstärkte Blutungsneigung scheinen mit speziellen Clustern zu 
korrelieren (Socransky & Haffajee 2002). 
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Abb.3: Progression der Parodontitis infolge einer sich verändernden mikrobiellen subgingivalen 
Flora (modifiziert nach Sokransky & Haffajee 1998) 
 
Der überwiegende Teil der Parodontitiden kann bislang durch mechanische und 
chirurgische Therapiemaßnahmen (Lindhe et al. 1982; Cortellini et al. 1996) 
erfolgreich behandelt werden. Zwar belastet in diesen Fällen noch eine 
posttherapeutische „Rest“-Infektion den Wirtsorganismus, der jedoch in der Regel 
ausreichend Gegenwehr leisten kann. Bei Therapieresistenz und/oder anhaltender 
Progression der parodontalen Erkrankung sind dem klinischen Behandler 
zusätzliche pharmakologische Möglichkeiten (Mombelli & van Winkelhoff 1996; van 
Winkelhoff et al. 2000; Seiler und Herold 2005) zur Reduktion destruktiver 
Prozesse gegeben, z.B. unterstützende Antibiotika-Therapie. Insgesamt betrachtet 
kann ein hoher Prozentsatz von Parodontopathien weitgehend erfolgreich 
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behandelt werden, aber die Quote der refraktären und der resistenten Fälle ist 
noch zu hoch (Listgarten et al. 1991; Colombo et al. 1998).  
Der Stellenwert der Forschungsergebnisse gewinnt möglicherweise an weiterer 
Bedeutung, da man inzwischen weiß, dass parodontale Keime Risikofaktoren für 
die Entwicklung anderer lebensbedrohlicher systemischer Krankheiten wie z.B. 
koronare Herzerkrankungen, Endokarditis, Atherosklerose, Apoplex sind (Beck et 
al. 1996; Pihlstrom et al. 2005; D’Aiuto et al. 2006) und dass sie mitverantwortlich 
für Frühgeburten sein können (Dortbudak et al. 2005). 
Auf Grund der Dynamik und Komplexität der subgingivalen Mikroflora stellte sich 
die Frage, ob nicht distinkte funktionelle mikrobielle Gruppen als 
Schlüsselorganismen eine ökologische Nische ausfüllen, die für den 
Pathogenitätsprozess von fundamentaler Bedeutung sein könnte (Mills et al. 
1993). 
Da die ätiologische Rolle der Leitkeime intensiv erforscht worden ist, konzentrierte 
sich die vorliegende Untersuchung auf eine physiologische Gruppe, die eine 
gemeinsame Funktion im Biofilm hat und die mit dem terminalen Abbau 
organischer Substanzen im anoxischen Milieu eine funktionelle Nische besetzt. In 
diesem Kontext wurden zwei Organismengruppen untersucht, die ersten Studien 
zufolge an der Infektion und der Entzündung parodontalen Stützgewebes beteiligt 
zu sein scheinen (van der Hoeven et al. 1995; Langendijk et al. 2000; Kulik et al. 
2001; Robichaux et al. 2002; Robichaux et al. 2003; Lepp et al. 2004). Untersucht 
wurden methanogene Archaea (Methanogene) und sulfatreduzierende Bakterien 
(SRB), welche in vielen anaeroben Ökosystemen als terminale Reduzierer eine 
wichtige Rolle spielen (Whitman et al. 1992; Lange et al. 2005) und molekularen 
Wasserstoff (H2) verwerten können (= hydrogenotrophe Mikroorganismen).  
 
 
1.2 Die Mundhöhle – ein mikrobielles Ökosystem 
In dieser Doktorarbeit wurde mittels molekularbiologischer Methoden die 
Assoziation von mikrobiellen Gemeinschaften (Methanogene/SRB) mit dem 
Auftreten von Parodontalerkrankungen untersucht. Die Mundhöhle stellt eines der 
komplexesten und heterogensten mikrobiellen Habitate im menschlichen Körper 
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dar: Die warm-feuchte Umgebung und die nicht abschilfernde Oberfläche erlauben 
die ungestörte Entwicklung und Expansion eines widerstandsfähigen Biofilms.  
Schätzungen zufolge bietet die Mundhöhle günstige Lebensbedingungen für 
mindestens 500 verschiedene Mikroben-Arten (Wilson et al. 1997). Ungefähr die 
Hälfte von ihnen ist jedoch nicht oder nur schwer kultivierbar, weshalb ihre 
Funktion in der Mundhöhle bislang gänzlich unbekannt ist (Choi et al. 1994; Kroes 
et al. 1999; Dewhirst et al. 2000; Paster et al. 2001).  
Es ist kaum anzunehmen, dass die bislang unbekannt gebliebene Fraktion der 
oralen Mikroflora ausschließlich aus nicht-pathogenen Arten besteht. Des Weiteren 
stellt sich die Frage, ob jedem Organismus spezifisch eine ökologische Nische 
zukommt oder ob in dem Ökosystem des subgingivalen Biofilms ein hoher Grad an 
funktioneller Redundanz besteht. 
 
 
1.3 Pathogenität von Mikroorganismen 
Während viele Krankheitserreger aus den Domänen Bacteria und Eukarya bekannt 
und teilweise auch sehr gut erforscht sind, weiß man nur wenig über die 
Bedeutung von Archaea als human-assoziierte Kommensalen oder gar als 
Krankheitserreger (Eckburg et al. 2003). Cavicchioli et al. 2003 nennen zwei 
mögliche Gründe dafür, dass bisher keine pathogenen Archaea entdeckt wurden: 
 Es gibt keine pathogenen Archaea. 
 Pathogene Archaea sind bisher übersehen worden. 
Conway de Macario & Macario 2008 betonen, dass Methanogene möglicherweise 
den klassischen Kriterien für pathogene Mikroorganismen nicht entsprechen, da 
sie nicht direkt auf die Progression der Erkrankung Einfluss nehmen (u.a. kein 
Nachweis von Virulenzfaktoren). Sie scheinen jedoch das Wachstum der 
klassischen Pathogene zu begünstigen und könnten damit als indirekt Beteiligte 
eine nicht zu vernachlässigende, wenn nicht sogar entscheidende Rolle 
übernehmen. Diese Sichtweise verträgt sich mit der Grundannahme, dass ein 
Großteil anaerober Infektionen (poly)mikrobiell ist (Brogden et al. 2005) und der 
Schaden von einem Konsortium untereinander interagierender Mikroorganismen 
verursacht wird. 
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Abb.4: Universeller Stammbaum des Lebens (basierend auf 16S/18S rRNA Gensequenzen) und 
die medizinische Bedeutung der einzelnen Lebensformen. Der Stammbaum wurde modifiziert nach 
Woese, 2000, wobei die Astlängen dieses Stammbaums die phylogenetische Entfernung der 
Organismen untereinander widerspiegeln. 
 
 
1.4 Separation der Prokaryonten 
Die phylogenetische Autonomie der Archaea wurde erst 1976 von Woese & Fox 
postuliert. Sie stellten distinkte Unterschiede zwischen den bis dato so genannten 
Archaeabakterien und den „echten“ Eubakterien fest und hoben damit die 
ursprüngliche Klassifizierung auf. Woese & Fox erkannten und beschrieben die 
Archaea als eigenständige Lebensform, was durch ihre phylogenetische Distanz 
zu Eukarya und Bacteria eindrucksvoll reflektiert wird (Woese et al. 1990). Wie 
Abbildung 4 zeigt, liegt die Abzweigung der Archaea einem „universellen Urahnen“ 
aller Lebewesen am nächsten (Woese 2000).  
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1.4.1 Archaea 
Ursprünglich wies man den Archaea ein primitives Leben unter extremen 
Milieubedingungen zu, die denen zu Beginn des Lebens auf der Erde ähneln und 
heute noch z.B. in heißen Quellen oder Salz-Seen anzutreffen sind (DeLong 1998; 
Karner et al. 2001). 
Diverse Arten der Archaea sind an extreme Bedingungen angepasst; es gibt 
thermophile, acidophile und auch halophile Gruppen. Die meisten der mittlerweile 
bekannten Vertreter sind jedoch mesophil, d.h. sie entwickeln sich am besten bei 
einer moderaten Temperatur zwischen 20°C und 45°C. Sie sind also nicht einfach 
Relikte der frühen Erdentstehung, sondern in allen Habitaten weit verbreitet, 
ungeachtet der Temperatur, des Drucks oder des pH-Werts (Barns et al. 1994; 
Barns et al. 1996, Vianna et al. 2006).  
Einige Mitglieder leben in engem Verbund mit eukaryontischen Wirten, auch 
assoziiert mit Menschen. Im speziellen sind große Mengen von Methanogenen im 
Darm (Karlin et al. 1982; Brusa et al. 1993), in der Vagina (Belay et al. 1990) und 
insbesondere auch in der Mundhöhle (Brusa et al. 1987; Belay et al. 1988; Brusa 
et al. 1993; Ferrari et al. 1994; Robichaux et al. 2003; Lepp et al. 2004) 
nachgewiesen worden.  
 
 
1.4.1.1 Methanogene  
Methanogene sind eine distinkte Untergruppe der Archaea, die sowohl freilebend 
aber auch als Symbionten mit vielen Eukaryonten (Einzeller und Mehrzeller) leben 
können (Weaver et al. 1986). Sie sind obligat anaerobe Organismen, d.h., ihnen 
fehlen Enzyme wie Superoxid-Dismutasen, die aktiv vor Sauerstoff schützen und 
ein Leben in sauerstoffhaltigem Milieu ermöglichen (Schlegel 2007). Ihr Name 
entspricht ihrer ökologischen Nische und spiegelt ihr ubiquitäres, definierendes 
Charakteristikum wider: Sie bilden die einzige bekannte Organismengruppe, die 
Methan als Endprodukt ihres Stoffwechsels produziert (Jones et al. 1987; Lange et 
al. 2004). 
Methanogene gewinnen ihre Energie in Form von ATP durch die Umwandlung von 
niedermolekularen Gärungsprodukten in Methan; diese vollständige Reduktion von 
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Kohlenstoffdioxid zu Methan heißt Methanogenese und ist ein exergonischer 
Prozess, bei dem Energie freigesetzt wird.  
 
Abb.5: Methanogenese 
 
In jüngerer Zeit wurden Methanogene im menschlichen Zahnbelag und in 
parodontalen Taschen nachgewiesen (Kulik et al. 2001; Lange et al. 2004). 
Als ein Vertreter der Methanobacteriales wurde das aus der Mundhöhle 
gewonnene Isolat Methanobrevibacter oralis von Ferrari et al. 1994 beschrieben. 
Robichaux et al. 2003 konnten erstmals nachweisen, dass auch Methanosarcina 
species aus der Ordnung der Methanosarcinales zur oralen Mikroflora gehören. 
Dies konnte aber durch andere Studien nicht belegt werden, so dass derzeit von 
einer konsistenten Besiedlung der Mundhöhle durch Organismen der Gattung 
Methanosarcina nicht gesprochen werden kann. Die genaue Rolle der 
Methanogene innerhalb der Mundhöhle ist noch immer nicht bekannt. 
 
 
1.4.2 Bacteria 
Von den aus oralen Bakterienproben isolierten und klassifizierten 500 Spezies wird 
heute ein gutes Dutzend (u.a. Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythensis, 
Treponema denticola, Aggregatibacter actinomycetemcomitans) als 
parodontopathogen eingestuft. Sie weisen für die Pathogenese entzündlicher 
Parodontalerkrankungen bedeutende biochemische Eigenschaften auf. 
Entscheidend für das destruktive Potential der Bakterien ist neben ihrer relativen 
Menge vor allem die Wirkung ihrer Virulenzfaktoren (z.B. Endotoxine, Enzyme, 
Antigene) auf die Progression der Erkrankung. 
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1.4.2.1 Sulfatreduzierende Bakterien 
Die Befähigung, aus der Reduktion von Sulfat Energie zu gewinnen (unter Bildung 
von Schwefelwasserstoff), ist sehr früh in der Evolution der Prokaryoten 
entstanden. Sie ist sowohl bei manchen Mitgliedern der Domäne Archaea als auch 
bei manchen Arten der Bacteria erhalten geblieben. Diese Organismen werden 
kollektiv als Sulfatreduzierende „Bakterien“ (SRB) angesprochen. Im Menschen 
konnten bisher allerdings nur SRB aus der Domäne der Bakterien nachgewiesen 
werden. 
SRB sind anaerobe Mikroorganismen, denen eine gewisse Toleranz gegenüber 
Sauerstoff zugeschrieben wird (Robichaux et al. 2003). Sie hängen von einer 
aktiven reduzierenden Mikroflora ab, um in einer reduzierten Umgebung, 
Fermentationsprodukte und Sulfide zu produzieren (Langendijk et al. 2000).  
Unter anoxischen Bedingungen oxidieren sie zur Energiegewinnung molekularen 
Wasserstoff (H2) oder organische Stoffe mit Sulfat, wobei dieses zu 
Schwefeldisulfid (H2S) bzw. zu Sulfidanionen (S
2-) reduziert wird (Widdel & Hansen 
1992; Langendijk et al. 2000). H2S wie auch andere flüchtige 
Schwefelverbindungen, die in erster Linie durch proteolytische Aktivität der oralen 
Flora entstehen, sind schon in geringen Konzentrationen toxisch für lebende 
Zellen. (DeBoever et al. 1995; Willis et al. 1995, Langendijk et al. 2000). Die 
Energieausbeute dieses Prozesses ist etwas höher als die bei der 
Methanogenese. 
 
 
Abb.6: Sulfatreduktion  
 
Es konnte gezeigt werden, dass die Akkumulation von H2S in den parodontalen 
Taschen zu schweren Gewebeschädigungen führt und die Frequenz der Detektion 
von SRB und Methanogenen mit der Tiefe der Tasche korreliert (van der Hoeven 
et al. 1995; Langendijk et al. 2000). Langendijk et al. 2001 ist es gelungen, 
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einzelne Stämme wie Desulfovibrio strain NY682 und Desulfomicrobium orale aus 
der Region einer fortgeschrittenen Parodontitis zu isolieren. 
 
 
1.5 Anoxischer Abbau von organischem Material 
Im Vergleich zu oxidativen Prozessen hat der anaerobe Abbau organischer 
Materie eine geringere Energieausbeute und wird nicht von einem Organismus 
allein, sondern schrittweise von mindestens vier voneinander abhängigen 
funktionellen mikrobiellen Gruppen bewältigt (Schink 1997; Schink & Stams 2006). 
Die jeweiligen Endprodukte des einen Prozesses dienen einer anderen 
mikrobiellen Gruppe als Substrat. Zudem ist ein alleiniger fermentativer Abbau 
kurzkettiger Fettsäuren, wie z.B. Acetat, Propionat aus thermodynamischen 
Gründen nicht möglich. Nur die gleichzeitige Oxidation von entstehendem H2 durch 
Hydrogenotrophe liefert die zur Aufrechterhaltung des anaeroben Abbaus 
benötigte Energie (interspecies hydrogen transfer) (Lovley 1985; Schink 1997; 
Widdel 1988; Conrad 1999; Bonchosmolovskaya et al. 2001; Schink & Stams 
2006). 
H2 nimmt also unter anaeroben Bedingungen eine Schlüsselstellung ein, da nur 
eine Balance zwischen Verbrauch und Produktion von H2 eine effiziente anaerobe 
Verarbeitung organischen Materials garantiert und mikrobielles Wachstum aufrecht 
erhalten kann. In Abwesenheit von Hydrogenotrophen führt die H2-Akkumulation 
zu einer Behinderung der weiteren Fermentationsprozesse (Conrad 1999). 
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Abb.7: Zentrale Rolle von H2 in der anaeroben Nahrungskette 
 
Methanogene und SRB sind Hydrogenotrophe, sie oxidieren H2 und übertragen 
dabei die Elektronen auf CO2 bzw. Sulfat unter anaeroben Bedingungen (Stams 
1994). Die grundlegenden chemischen Reaktionen (welche im Detail sehr komplex 
mit Hilfe spezifischer Enzymsysteme und über mehrere Reaktionsschritte 
ablaufen) sind in Abbildung 7 dargestellt. Wenn beide Organismengruppen am 
selben Ort vorkommen, konkurrieren sie um das gemeinsam genutzte Substrat H2. 
Möglicherweise entscheiden die Milieubedingungen (z.B. pH-Wert, Sulfat-
Verfügbarkeit, H2-Konzentration, Substrataffinität etc.) darüber, welche 
Organismen-Art sich in einem bestimmten Milieu durchsetzt.  
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1.6 Zielsetzung 
Das Ziel dieser Studie war es, einen vergleichenden Überblick über das jeweilige 
Vorkommen bzw. das Zusammentreffen der funktionellen mikrobiologischen 
Gruppen der Methanogene und SRB bei Menschen mit und ohne parodontale 
Erkrankungen zu geben. 
 
Es ergaben sich folgende Fragen:  
 Wie hoch ist die absolute und relative Abundanz von SRB und Methanogenen 
in der Mundhöhle und wie häufig treten beide Organismengruppen gemeinsam 
auf? 
 Gibt es Evidenzen für „interspecies hydrogen transfer“ im subgingivalen 
Biofilm?  
 Gibt es eine bestimmte Assoziation zwischen dem Schweregrad der 
Parodontitis und der relativen Proportion von SRB und Methanogenen in der 
Mundhöhle?  
 Welche Spezies der Methanogene und der SRB können repräsentativ 
identifiziert werden?  
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2 Material und Methoden 
2.1 Proben 
Die Studie wurde im Einklang mit den Bestimmungen der Ethik-Kommission an der 
Medizinischen Fakultät des Universitätsklinikums Aachen durchgeführt. 
In die Untersuchung wurden insgesamt 167 Proben einbezogen, von denen 102 
(42 männliche und 60 weibliche; Durchschnittsalter 50,7 Jahre mit einer 
Standardabweichung von 11,23 Jahren) von an chronischer Parodontitis 
erkrankten Patienten stammten (Klinik für Zahnerhaltung, Parodontologie und 
Präventive Zahnheilkunde, RWTH Aachen) und 65 von parodontal Gesunden einer 
alters-abgestimmten Kontrollgruppe. 
Subgingivale Plaqueproben der jeweils vier tiefsten parodontalen Taschen eines 
Patienten wurden mit Hilfe steriler „Paperpoints“ (Papierspitzen der Größe ISO 45 
(Alfred Becht GmbH, Offenburg, Deutschland)) nach Reinigung und Trockenlegung 
des supragingivalen Bereichs entnommen und zu einer so genannten „Pool“-Probe 
zusammengefasst. 
Für die gesunde Kontrollgruppe wurde Plaque mit sterilen Papierspitzen 
entnommen und gepoolt und jeweils der vestibuläre Sulkus der ersten Molaren aus 
jedem Quadranten als Entnahmeort ausgewählt.  
Die Spitzen wurden nach der Probenentnahme in Safe-Lock Microcentrifuge Tubes 
(1,5 ml, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) überführt und bis zur weiteren 
Analyse eingefroren. 
Zusätzlich musste eine Tiefensondierung vorgenommen und auftretende 
Blutungstendenzen vermerkt werden, so dass folgende Einteilung der Proben 
möglich war: 
 
Tab.1: Einteilung der Proben (Page & Eke 2007): 
Einteilung der 
Erkrankung 
Sondierbare 
Taschentiefe in mm 
Klinischer Attachmentverlust  
(CAL) in mm 
gesund < 3 0; kein BOP  
(Bleeding on probing) 
moderat < 6 < 4 
fortgeschritten ≥ 6 ≥ 4 
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2.2 Auswahl der Methodik 
Die Kultivierung von Mikroorganismen zeigt bedeutende Nachteile: Nur ein 
geringer Anteil der Mikroorganismen kann aufgespürt werden, da die Mehrzahl 
unter den gängigen Kultivierungsbedingungen nicht anzüchtbar ist. Verlässt man 
sich nur auf Kultivierung, so wird die Diversität der Mikroorganismen stark 
unterschätzt (Pace et al. 1986; Woese 1994; Amman et al. 1995; Hugenholtz et al. 
1998; Harper-Owen et al. 1999; Paster et al. 2001). In dieser Studie wurden daher 
kultivierungs-unabhängige molekulare Techniken eingesetzt.  
Zum Verständnis eines mikrobiellen Ökosystems ist es nicht nur unerlässlich zu 
wissen, welche Mikroorganismen präsent sind, sondern auch, welche mikrobiellen 
Populationen numerisch bedeutsam sind und welche Funktionen sie aktiv 
ausführen.  
Für solche Untersuchungen sind auch 16S rDNA-Analysen nur begrenzt 
informativ, da sie in erster Linie phylogenetische Informationen liefern und wenige 
Aussagen über die Funktion des detektierten Organismus zulassen.  
Aufgrund der hohen Konservierung und des phylogenetischen Charakters der 16S 
rDNA besteht zudem das Risiko, dass die zur PCR-Amplifikation eingesetzten 
Primer mit der Ziel-DNA von Organismen, die zu anderen physiologischen und 
phylogenetischen Gruppen gehören, kreuzreagieren. Somit kann es bei der 
Analyse von Proben mit einem komplexen Bestand zur Detektion „falsch-positiver“ 
Sequenzen kommen.  
Als Alternative zur 16S rDNA als Makermolekül wurden in den letzten Jahren PCR-
Systeme zum Nachweis funktioneller Gene, die für SRB und Methanogene 
charakteristisch sind, entwickelt. Dadurch ist die Detektion physiologisch distinkter 
Organismengruppen möglich. Der Einsatz von Strukturgenen für die molekulare 
Analytik liefert Einblicke in die funktionelle Diversität in einem bestimmten Habitat. 
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2.3 Funktionelle Gene 
Distinkte funktionelle Gene wurden gewählt, um SRB und Methanogene in 
klinischen Proben zu identifizieren.  
Die Gene dsrA und dsrB, die für die A- und B-Untereinheit der dissimilatorischen 
Sulfitreduktase, ein Schlüsselenzym der Sulfatreduktion, codieren, eignen sich 
selektiv für die Identifizierung von SRB. Das Enzym katalysiert den 
energiekonservierenden Schritt, die Reduktion von Bisulfit zu Sulfid. Es ist 
ubiquitär bei allen anaeroben Sulfat-Atmern vertreten und enthält hochkonservierte 
Sequenzbereiche, die ein universelles Sondieren nach SRB mittels PCR erlauben 
(Wagner et al. 1998). 
Ein Schlüsselenzym der Methanogenese ist die Methyl-Coenzym-M-Reduktase. Es 
katalysiert den terminalen Schritt der Methanbildung. Luton et al. 2002 
entwickelten Primersysteme zur spezifischen Detektion partieller mcrA-Sequenzen 
(codierend für die α -Untereinheit des Enzyms) und konnten zeigen, dass damit 
nahezu die gesamte Bandbreite der Methanogene erfasst werden kann.  
 
 
2.4 Optimierung der Bedingungen für die Real Time PCR (RTQ-PCR) 
Bevor mit den eigentlichen Bestimmungen begonnen werden konnte, musste die 
RTQ-PCR mit ihren vielfältigen Einflussfaktoren für die hier vorliegenden Proben 
optimiert werden. Dazu werden im Folgenden einzelne Arbeitsaufgaben mit den 
entsprechenden Lösungswegen kurz skizziert:  
 Vergleichende Untersuchungen erfolgten bezüglich der Menge und der 
Qualität der isolierten DNA durch Anwendung unterschiedlicher DNA-Lyse-
Protokolle. 
 Ansätze mit unterschiedlichen Primer-Sets sowie verschiedenen Synthesekits 
wurden getestet. Die Entscheidung wurde nach der Spezifität der Primer und 
der spezifischen Detektion der Ziel-Sequenz getroffen. 
 Optimale PCR-Bedingungen hinsichtlich Annealingtemperatur und –zeit sowie 
Elongationstemperatur und –zeit für die Primer wurden festgelegt. 
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2.4.1 Zellaufschluss und DNA-Isolierung 
Der Direktaufschluss mikrobieller Gesamt-DNA aus Mundproben erfolgte mittels 
Anwendung spezifischer Extraktionsprotokolle. Voran gegangene Untersuchungen 
hatten ergeben, dass die Ausbeute an mikrobieller DNA optimiert wurde, wenn 
man die chemische Lyse mit einer mechanischen kombinierte (siehe 3.1). 
 
Zunächst wurde die chemische Isolation aus den gepoolten subgingivalen 
Plaqueproben mit Hilfe des Qiamp DNA Mini Kit („tissue protocol“; QIAGEN, 
Hilden, Deutschland) entsprechend den Angaben des Herstellers durchgeführt. 
Dies allerdings mit einer Modifikation: vor Zugabe der Proteinkinase K wurden den 
Plaqueproben 0,8g Zirkon-Silikat-Kügelchen (0,1 mm im Durchmesser; Biospec, 
Bartlesville, Oklahoma, USA) hinzu gegeben. Die Proben wurden mit 6,5 m/s 45 
sek. lang im Sinne einer mechanischen Zellmühle mit einem Schüttler (FastPrep 
FP 120, Q-Biogene, Carlsbad, Californien, USA) bearbeitet. Die weiteren Schritte 
folgten entsprechend dem Original des Protokolls von QIAGEN. 
Diese Prozesse lieferten eine hochmolekulare und für die weitere Analytik 
verwendbare DNA, die in der prozentualen Zusammensetzung der tatsächlichen 
Speziesrelation der Ausgangsproben am ehesten entsprach.  
 
 
2.4.2 Primerauswahl für die RTQ-PCR 
Für die Spezifität, Sensitivität, Zuverlässigkeit und Effizienz einer PCR sind 
besonders die Oligonukleotide (Primer) verantwortlich. Die Annealingtemperaturen 
orientierten sich zunächst an den berechneten Schmelztemperaturen (Tm) der 
Primer und wurden empirisch durch Auswertung von Probeläufen optimiert. 
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Tab.2: Verwendete Primer 
Name Sequenz (5’-3’)1 
Anzahl 
der 
Basen 
Tm 
Ziel DNA 
(ungefähre 
Größe in 
bp) 
Referenz 
LuF 
GGTGGTGTMGGATTCACAC
ARTAYGCWACAGC 
32 70°C 
mcrA (464) 
Luton et al. 
2002 
LuR 
TTCATTGCRTAGTTWGGRTA
GTT 
23 57°C 
DSR1F ACSCACTGGAAGCACG 16 59°C 
dsrAB 
(1900,1400) 
Wagner 
et al. 
1998 
DSR2F CTGGAAGGAYGACATCAA 18 56°C 
DSR4R GTGTAGCAGTTACCGCA 17 57°C 
1
Symbole für unspezifische Nukleinbasen: R:A oder G, Y:C oder T, W:A oder T, S:G oder C, M:A oder C 
 
 
2.4.3 Allgemeine Konditionen für die RTQ-PCR 
Die Amplifikation, Detektion und Quantifizierung von DNA wurden mit dem 
Programm RTQ-PCR mit Hilfe eines LightCycler 2.0 (Roche Applied Science, 
Penzberg, Deutschland) unter Verwendung des LightCycler FastStart DNA 
Masterplus SYBR- GREEN І Reaktions-Mix im Sinne einer „hot-start“ PCR 
durchgeführt. Die initiale Aktivierung der Taq-Polymerase wurde für 10 Minuten bei 
95°C vorgenommen. Das komplexe Gemisch der genomischen DNA konnte so 
vollständig denaturieren, und eventuell in der Probe befindliche DNasen konnten 
inaktiviert werden.  
 
Tab.3: Reagenzien des FastStart DNA Master
plus
 SYBR- GREEN І Reaktions-Mix  
Reagenzien1 
Fast Start Taq DNA Polymerase 
Reaktionspuffer  
MgCl2 
SYBR Green І (fluoreszierender Farbstoff) 
dNTP (dATP, dCTP, dGTP und dUTP)  
1
Nähere Spezifikationen sind von Seiten der Hersteller nicht gegeben 
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2.4.3.1 Konditionen für die Vervielfältigung von mcrA 
Das Reaktionsgemisch für die spezifische Detektion des mcrA-Gens von 
Methanogenen setzte sich wie folgt zusammen:  
 
Tab.4: Reagenzien des Reaktionsgemisches 
Reagenzien Menge Σ 20µl 
Fast Start-Reaktions-Mix 4µl 
PCR-Wasser 14,8µl 
LuF 
0,1µl, 0,5 µM 
LuR 
Template 1µl 
 
 
2.4.3.2 Konditionen für die Vervielfältigung von dsrA/B 
Das Protokoll für die spezifische Detektion der SRB zielte auf die funktionellen 
Gene dsrA und dsrB ab. Da die Größe des Amplifikates, die optimale Länge von 
unter 1000 bp überschritt, wurde ein weiterer Schritt der RTQ-PCR vorgeschaltet. 
Im Sinne einer semi-nested PCR wurde die Detektion von kleinen Mengen der 
Zielmoleküle ermöglicht, eine zusätzliche Spezifität der Ziel-DNA erreicht und eine 
weitere Garantie für die sichere Detektion des gewählten Amplifikats gegeben.  
 
Tab. 5: Reagenzien der Reaktionsgemische 
Reagenzien der 1. Runde der PCR Menge Σ 25 µl 
Taq-Polymerase  0,5 µl 
dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) 1,25 µl 
Puffer (10mM Tris/HCL, 50 mM KCl, pH= 8,0) 2,5 µl 
Bidestilliertes Wasser 18,5 µl 
DSR F1 
0,125 µl, 0,5 µM 
DSR R 
Template 2 µl 
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Reagenzien der 2. Runde der PCR Menge Σ 20µl 
Fast Start-Reaktions-Mix 4 µl 
PCR-Wasser 14,8 µl 
DSR F2 
0,1 µl, 0,5 µM 
DSR R 
Template 1 µl 
 
 
Die mit diesen Detektionsgemischen gefüllten Glaskapillaren wurden fest 
verschlossen, zentrifugiert - um den Einschluss von Luftblasen zu verhindern -, in 
das Kapillarenkarussell des LightCycler gestellt und das jeweilige Programm wurde 
gestartet. 
 
 
2.4.4 PCR-Kontrollreaktion 
Die generelle Aussagekraft von PCR-vermittelten Amplifikationen hängt von der 
Wahl geeigneter Positivkontrollen sowie von der konsequenten Verwendung von 
Negativkontrollen ab.  
Als Negativkontrolle diente in jedem Lauf ein PCR-Ansatz mit Zugabe von 
bidestilliertem Wasser anstelle von DNA-Material. Ihr Einsatz war erforderlich, um 
Verunreinigungen mit DNA bzw. mit Spuren von PCR-Produkten aus 
vorhergegangenen Reaktionen oder Cross-Kontaminationen ausschließen zu 
können. 
Mit der Positivkontrolle wurde die Funktionstüchtigkeit des angewendeten PCR-
Systems überprüft. Bei dem Einsatz von mikrobieller Gesamt-DNA aus 
Mundproben in die PCR wurde eine bereits positiv verifizierte klinische Probe als 
Positivkontrolle verwendet, um die Vergleichbarkeit zu gewährleisten. 
 
 
2.4.5 Temperaturprofile 
Die Temperaturprofile, die für die Detektion der funktionellen Gene angewendet 
wurden, sind in nachstehender Abbildung näher spezifiziert. 
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Abb.8: Entwickelte RTQ-PCR Protokolle für den Gebrauch am LightCycler  
 
 
2.4.6 Schmelzkurvenanalyse 
Um die Produktspezifität der PCR zu kontrollieren, erfolgte im LightCycler im 
Anschluss an jede PCR eine Schmelzkurvenanalyse mit einem kontinuierlichen 
Temperaturanstieg von 0,2°C/s. 
Die Schmelzkurvenanalyse zeigte die Schmelzpunkte der amplifizierten Produkte. 
Jeder Schmelzpunkt repräsentierte eine charakteristische Schmelztemperatur 
eines DNA-Fragments, abhängig von Sequenz, Länge und GC-Gehalt der 
generierten DNA; bei dieser Temperatur lagen 50% der DNA doppelsträngig und 
50% der DNA als Einzelstrang vor. Für den Fall, dass die RTQ-PCR spezifisch ein 
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Produkt amplifiziert hatte, ergab sich bei der Schmelzkurvenanalyse genau ein 
einziger Schmelz-Peak. Unspezifische Produkte hätten verschiedene 
Schmelztemperaturen aufgewiesen. 
Um sicherzustellen, dass mögliche unspezifische PCR-Produkte oder Primer-
Dimere bei der quantitativen Auswertung nicht mit erfasst wurden, wurde die 
Temperatur zum Zeitpunkt der Messung direkt unterhalb des spezifischen 
Schmelzpunktes des Amplifikates gewählt: 
 - für Methanogene stellte sich eine Messung der Fluoreszenz bei 78˚C, 
 - für SRB bei 90˚C als sinnvoll heraus . 
 
Abb.9: Schmelzkurvenanalyse der amplifizierten Produkte mit charakteristischem Schmelz-Peak 
für den Zielorganismus „Methanogene“ 
A, B, C: Verdünnungsreihe der PCR-Produkte (Methanobrevibacter oralis DSM 7256
T
) 
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Abb.10: Schmelzkurvenanalyse der amplifizierten Produkte mit charakteristischem Schmelz-Peak 
für den Zielorganismus „SRB“ 
A, B, C: Verdünnungsreihe der PCR-Produkte (Desulfovibrio piger DSM 749
T
) 
 
 
2.5 RTQ-PCR mittels LightCycler 
Der LightCyler 2.0 von Roche (Roche Applied Science, Penzberg, Deutschland) 
bestand im Wesentlichen aus zwei grundlegenden Elementen: 
 Eine zylindrische, luftbeheizbare Kammer, in die ein Karussell mit Platz für 32 
Glaskapillaren (jeweils 20µl als Füllvolumen) gestellt werden konnte. Das 
Verhältnis von Volumen und Oberfläche erwies sich für schnelle 
Temperaturänderungen (0,2˚C/s) als äußerst günstig. 
 Eine Photometereinheit in Kombination mit der LC-Software Version 3.5 
(Roche) zur Auswertung der detektierten Signale. 
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Die Vervielfältigungsmethode für Nukleinsäuren basierte auf dem Prinzip der 
herkömmlichen PCR, bot aber zusätzliche Möglichkeiten: 
 die Entstehung der PCR-Produkte konnte in „Echtzeit“ verfolgt werden 
 die Quantifizierung konnte direkt durchgeführt werden, d.h. Identifikation und 
Quantifizierung der PCR-Produkte erfolgten nicht erst nach Abschluss der 
Reaktionen durch Gelelektrophorese, sondern mittels Fluoreszenz-Messung 
am Ende, beziehungsweise während eines PCR-Zyklus. Dadurch minimierte 
sich das Risiko der Kontaminierung. 
 Die Generierung der Fluoreszenz war produktabhängig (Higuchi et al. 1993; 
Heid et al. 1996), sie erfolgte mittels unspezifischer, interkalierender 
Fluoreszenzfarbstoffe. Als Fluoreszenzfarbstoff wurde der Cyaninfarbstoff 
SYBR Green I (Morrison et al. 1998) eingesetzt, der sich in die 
doppelsträngige DNA in die „minor Groove” („kleine Furche”) einlagert und 
dadurch nach Anregung etwa 1000mal stärker fluoresziert (Emission von Licht 
der Wellenlänge 521 nm, das im Kanal F1 des LightCycler gemessen werden 
kann) als der freie, ungebundene Farbstoff. Im Speziellen bedeutete das für 
die einzelnen Phasen: 
1. Denaturierung= minimale Fluoreszenz  
2. Primerhybridisierung= Beginn der verstärkten Fluoreszenz  
3. Elongation= entsprechend stärkere Fluoreszenz  
4. Ende eines Zyklus= stärkste Fluoreszenz 
 
Von Zyklus zu Zyklus korrelierte die Zunahme der Target-DNA proportional mit der 
Zunahme der Intensität der Fluoreszenz. Nachteilig war, dass es sich bei der 
erzeugten Fluoreszenz um ein Signal handelte, das nicht nur selektiv bei der 
Entstehung des spezifischen PCR-Produktes, sondern auch bei der Bildung von 
unspezifischen PCR-Produkten und Primer-Dimeren (Produkte nicht-spezifischer 
Anlagerung und Primerverlängerungen) auftrat. Wie zuvor erwähnt, wurde daher 
zur Erhöhung der Spezifität eine Schmelzkurvenanalyse im Anschluss an die PCR 
durchgeführt; mit deren Hilfe konnten spezifische Amplicons von eventuell 
aufgetretenen Nebenprodukten unterschieden werden. 
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2.6 Datenpräsentation und Analyse 
Die Datenpräsentation und die darauf folgende Analyse mit Hilfe der LC-Software 
3.5 (Roche) dienten einerseits zur Bestimmung der Spezifität der Amplifikate, 
andererseits zur photometrischen Quantifizierung der DNA der nachgewiesenen 
Mikroorganismen. 
Die Quantifizierung der initialen Ziel-DNA erfolgte durch Messung der Fluoreszenz 
innerhalb jedes Reaktionszyklusses in Abhängigkeit zur jeweiligen Zyklenzahl mit 
Hilfe der LightCycler Software.  
Abb.11: Prinzip der RTQ-PCR. 
 
In der ersten Phase der Amplifikation einer RTQ-PCR (1) ist die Templatemenge 
begrenzt und die Wahrscheinlichkeit, dass sich Template, Primer und Polymerase 
treffen, suboptimal, während in der dritten Phase der Amplifikation (3) ein 
Maximalwert erreicht wird (u.a. abhängig von der Erschöpfung der Taq-
Polymerase, den Primern, den zugegebenen Nukleinsäuren). Ein konstant 
exponentieller und daher quantifizierbarer Anstieg findet sich nur in der Phase 
zwischen diesen Grenzbereichen (2). In dieser Phase wird die Zahl der 
Zielmoleküle pro PCR-Zyklus theoretisch exakt verdoppelt (Effizienz=2). 
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Während der Reaktion übersteigt die Fluoreszenz in Abhängigkeit von der Menge 
an Ausgangstemplaten bei einer bestimmten Zykluszahl erstmalig signifikant eine 
definierte Hintergrund-Fluoreszenz; der PCR-Zyklus, bei dem dies geschieht wird 
als „crossing point“ (CP) bezeichnet.  
Die Messung erfolgt automatisch unter Nutzung eines Softwarealgorithmus; aus 
dem Maximum der zweiten Ableitung der Amplifikationskurve werden die CP-
Punkte ermittelt (Raeymakers 1993). 
Unter Berücksichtigung der jeweils bestimmten Effizienz ist eine Umrechnung auf 
die Zahl der Ausgangskopien im PCR-Ansatz möglich. Das Prinzip basiert auf der 
vergleichenden Korrelation der Patientenproben mit einer Verdünnungsreihe eines 
zuvor festgelegten und quantifizierten Standards, dessen Ziel-Molekül-Mengen 
also bekannt sind. 
 
 
2.6.1 Eichungsstandards für die Quantifizierung 
Als Standard für die Messung von mcrA und dsrAB wurde DNA von 
Methanobrevibacter oralis DSM 7256T (T=type strains) bzw. von Desulfovibrio piger 
DSM 749T verwendet. 
Die aus der Amplifikation der DNA von Methanobrevibacter oralis DSM 7256T mit 
den mcrA-spezifischen Primern resultierenden Amplifikate, respektive die aus der 
Amplifikation der DNA von Desulfovibrio piger DSM 749T mit den dsrA/B-
spezifischen Primern resultierenden Amplifikate wurden mittels des TOPO TA 
Cloning Kit (Invitrogen Corp., San Diego, USA) nach Hersteller-Angaben in ein 
Plasmid kloniert. Die DNA dieser Klone wurde durch einfaches Aufkochen 
freigesetzt und das einklonierte Gen mittels PCR amplifiziert. Die Aufreinigung der 
PCR-Produkte erfolgte mit Hilfe des QIAGEN Purification Kit (QIAGEN, Hilden, 
Deutschland) entsprechend den Herstellerangaben. Anschließend wurden die 
gereinigten PCR-Produkte mit dem PicoGreen dsDNA Quantifizierungs-Kit 
(Molecular Probes, Leiden, Niederlande) quantifiziert. 
Eine Verdünnungsreihe dieser PCR-Produkte diente als Eichungsstandard für die 
Proben mit unbekannter Menge an DNA von Methanogenen (Abb.12) und SRB 
(Abb.13).  
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Abb.12: A, B, C: Verdünnungsreihe der PCR-Produkte (Methanobrevibacter oralis DSM 7256
T
), die 
als Eichungs-Standard für die Proben mit unbekannter Menge (grau) an DNA von Methanogenen 
diente. 
 
 
 
Abb.13: A, B, C: Verdünnungsreihe der PCR-Produkte (Desulfovibrio piger DSM 749
T
), die als 
Eichungs-Standard für die Proben mit unbekannter Menge (grau) an DNA von SRB diente. 
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Mit nachfolgender Formel konnte die gemessene DNA-Menge in die Anzahl von 
Ziel-Molekülen pro Mikroliter umgerechnet werden: 
 
Abb.14: Formel zur Berechnung der Zielmolekülkonzentration 
 
Die Bandbreite der linearen Detektion lag jeweils zwischen 102 und 108 Ziel-
Molekülen, bei einer Amplifikations-Effizienz von 
 1,695 (Fehler: 0,025) für mcrA-basierte Versuche, 
 1,755 (Fehler: 0,01) für dsrA/B-basierte Versuche (*) 
 
(*) Für die Quantifizierung des dsrA/B Gens war eine Vor-Amplifikation von 16 
PCR-Zyklen erforderlich. Diese Reaktion wurde mit dem externen Primer DSR1F 
und dem Versuchsprimer DSR4R durchgeführt. Basierend auf einer 
Verdünnungsreihe der genomischen DNA von D. piger 749T, konnte in einem 
Vorversuch eine PCR-Effizienz von 1,57 (Fehler 0,06) ermittelt werden. Eine 
Anreicherung des dsrA/B Gens während dieser Vor-Amplifikation wurde daher um 
den Faktor 1,5716 (= 1363) angenommen und in der Kalkulation berücksichtigt. 
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2.7 Phylogenetische Einordnung 
Zusätzlich zur Schmelzkurvenanalyse wurden die Amplifikationsprodukte bezüglich 
ihrer Größe mittels Agarosegelelektrophorese überprüft. Im Falle eines Signals mit 
einer Bandengröße um ca. 470 bp (Vergleich mit Markerbande) konnte man von 
einer erfolgreichen mcrA-spezifischen RTQ-PCR ausgehen. Für die Bestätigung 
einer dsrAB-spezifischen RTQ-PCR bedurfte es eines Nachweises bei einer 
Bandengröße von ca. 1400 bp, wobei sich allerdings ein endgültiger Aufschluss 
nur durch Sequenzanalyse ergab. Deshalb wurden repräsentativ für sämtliche 
Proben jeweils zehn positive Proben aus den Versuchen für die Detektion der 
funktionellen Gene mcrA und dsrAB randomisiert für die Sequenzierung 
ausgewählt.  
Die Sequenzierung der DNA erfolgte unter Verwendung des BigDye® Terminator 
v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland) mit 
Hilfe des ABI PrismTM 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Weiterstadt, 
Deutschland). 
 
Die phylogenetische Einordnung der Sequenzen wurde über einen Vergleich mit 
bekannten Sequenzen aus der internationalen Sequenz-Datenbank unter Nutzung 
des Programms BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) durchgeführt. Das 
Programm lieferte für die Suchvorlagen als Ergebnis nächstähnliche 
Gensequenzen bekannter Organismen unter der Angabe eines Ähnlichkeitswertes. 
Für eine weitere phylogenetische Analyse wurden eigene und öffentlich 
zugängliche Gensequenzen in die ARB-Datenbank (Ludwig et al. 2004) integriert 
und mit Hilfe der Phylogenie-Software Programme von ARB weiter ausgewertet.  
 
 
2.8 Statistische Analyse - Nullhypothese 
Die Nullhypothese, dass die Populationsgrößen von Methanogenen und SRB sich 
bei den unterschiedlichen Krankheitsstadien nicht unterscheiden , wurde mit dem 
Mann-Whitney Test, SPSS, 10.0.1, Chicago, Illinois überprüft. Das gewählte 
Signifikanzniveau betrug α= 0,05. 
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3 Ergebnisse 
3.1 Effizienz der unterschiedlichen Extraktionsmethoden 
Um die Menge der extrahierten DNA zu erhöhen, wurden an Zellaufschlüssen 
(Methanogene 16S rDNA von Archaea) drei verschiedene Extraktionsmethoden 
miteinander verglichen: 
A Chemisch: keine Modifikation des originalen Extraktionsprotokolls (QIAamp DNA 
Mini Kit („tissue protocol“, QIAGEN, Hilden, Deutschland))  
B kombiniert Chemisch-Mechanisch: mechanische Bearbeitung der Proben mit 
einer Zellmühle (FastPrep FP 120) vor Zugabe der Proteinase K  
C Mechanisch: wie B, nur ohne nachfolgende Zugabe der Proteinase K 
Die mechanische Lyse (C) ermöglichte eine höhere Ausbeute an DNA verglichen 
mit dem originalen Extraktionsprotokoll (A), die kombiniert chemisch-mechanische 
Lyse (B) lieferte jedoch die größtmögliche Menge an isolierter DNA.  
 
Abb.15: Optimierung der DNA-Extraktion. Die Zahlen spiegeln die Mehr-Ausbeute der 
unterschiedlichen Extraktionsmethoden wider. 
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3.2 Verteilung der hydrogenotrophen Zielorganismen 
Methanogene und SRB wurden ausschließlich in der Gruppe der parodontal 
Erkrankten detektiert, nicht aber in der Kontrollgruppe der parodontal Gesunden.  
Abbildung 16 zeigt die Gesamtaufteilung der zwei funktionellen mikrobiellen 
Gruppen bezogen auf alle Proben aus der Gruppe der parodontal Erkrankten 
(„positive“ Patientenproben). In 43% der Fälle wurden Methanogene gefunden, in 
41% der Fälle konnten SRB nachgewiesen werden. Bei circa einem Drittel der 
parodontal Erkrankten war keine der beiden funktionellen Gruppen detektierbar.  
Ausschließlich Methanogene konnten zu 24% nachgewiesen werden, wohingegen 
SRB als alleinige Hydrogenotrophe in 22% der Fälle entdeckt werden konnten. Die 
Koexistenz beider funktioneller Gruppen (SRB + Methanogene) in den 
Patientenproben konnte in 19% der Fälle festgestellt werden. 
 
 
weder 
Methangogene 
noch SRB, n=36
35%
Methanogene,
n= 25
24% 
Methanogene 
und SRB, n=19
19%
SRB, n=22
22%
 
 
Abb.16: Verteilung des Auftretens von Methanogenen und SRB in parodontalen Taschen 
 
 
3.3 Quantifizierung der Hydrogenotrophen und Bestimmung der 
Gesamtkeimzahl 
Die Gesamtmenge der Bakterien sowie die Häufigkeit von SRB und 
Methanogenen wurden bezogen auf alle Patientenproben bestimmt. Aufgrund 
multipler Kopien der hier untersuchten Gene pro Zelle wird im Folgenden als 
Einheit für absolute Mengen nicht die Zellzahl selbst, sondern die Anzahl der 
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Genkopien angegeben. Näherungsweise können diese Zahlen aber mit Zellzahlen 
gleichgesetzt werden.  
Wie erwartet, war die Anzahl der bakteriellen 16S rRNA Gen-Kopien in den Proben 
der parodontal gesunden Kontrollgruppe signifikant kleiner als in den Proben der 
Erkrankten: Die durchschnittlichen Werte lagen bei 8,3·106 ±1,5·106, 
beziehungsweise bei 3,7·108 ± 4,1·107 gemessenen Genkopien pro Mikroliter 
(P=0,0001, Abb.17). 
Das durchschnittliche absolute Auftreten von Methanogenen und SRB bei 
parodontal Erkrankten lag bei 3,3·105 ±8,2·104 (mcrA), beziehungsweise bei 
2,3·104 ±9,4·104 (dsrAB) gemessenen Genkopien pro Mikroliter. Folglich konnten 
in Plaqueproben von parodontal Erkrankten verhältnismäßig höhere Mengen von 
Methanogenen gefunden werden, der Wert der SRB lag eine Zehnerpotenz 
niedriger.  
 
    
 
 
   
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
     
Abb.17: Häufigkeit von Bakterien bei Gesunden und Erkrankten, von Methanogenen und SRB. Die 
Fehlerbalken geben den Standardfehler an. 
 
Beim Vergleich der absoluten Mengen der Genkopien mit der Gesamtmenge der 
Bakterien ergab sich, dass Methanogene mit 0,26% ±0,09% den größeren Anteil 
der Hydrogenotrophen ausmachten, der entsprechende Wert für SRB lag bei 
0,01% ±0,002%.  
33 
3.4 Interaktionen innerhalb der Gruppe der Hydrogenotrophen 
Zwischen den beiden hydrogenotrophen Gruppen konnten signifikante 
antagonistische Wechselbeziehungen festgestellt werden. Der durchschnittliche 
Anteil der SRB war in Plaqueproben, in denen Methanogene nicht nachgewiesen 
werden konnten, um das 2,7-fache höher (P=0,002). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.18: Der durchschnittliche Anteil von SRB bei vorhandenen bzw. fehlenden Methanogenen. Die 
Fehlerbalken geben den Standardfehler an. 
 
Analog war die durchschnittliche Menge von Methanogenen bei fehlenden SRB um 
das 3,3-fache höher (P=0,001). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.19: Der durchschnittliche Anteil von Methanogenen bei vorhandenen bzw. fehlenden SRB. Die 
Fehlerbalken geben den Standardfehler an.
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3.5 Zusammenhang zwischen dem Schweregrad der parodontalen 
Erkrankung und dem Auftreten von mikrobiellen Gruppen 
Eine mögliche Beziehung zwischen dem prozentualen Anteil der funktionellen 
Gruppen und dem Schweregrad der Erkrankung wurde in Abhängigkeit von der 
durchschnittlichen Sondierungstiefe der parodontalen Taschen ermittelt. Eine 
Einteilung in zwei Gruppen wurde wie folgt vorgenommen: 
Als moderate Parodontitis galten die Proben, die aus Taschen mit einer 
Sondierungstiefe kleiner als 6 mm entnommen worden waren; Proben aus 
Taschen mit einer gemessenen Tiefe von mindestens 6 mm wurden als 
fortgeschrittene Parodontitis bezeichnet (Tab.1, Page & Eke 2007). Da in der 
vorliegenden Untersuchung gepoolte Proben aus jeweils 4 Sondierungstaschen 
eines Patienten getestet wurden, konnten nur die Fälle, in denen mindestens drei 
Messwerte eindeutig einer Klassifikation zugeordnet werden konnten, für die 
Analyse berücksichtigt werden (n= 81 anstelle von n= 102). 
Wie die folgende Abbildung zeigt, unterschied sich innerhalb der beiden Gruppen 
(moderate versus fortgeschrittene Parodontitis) die absolute Gesamtzahl an 
Bakterien nicht signifikant voneinander, 
 
       
       
       
 
 
 
      
       
       
       
       
       
       
Abb.20: Zahl der gesamten Bakterien (rRNA Genkopien) in Abhängigkeit von der Taschentiefe. Die 
Fehlerbalken geben den Standardfehler an. 
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aber der Vergleich der prozentualen Anteile der beiden funktionellen 
Hydrogenotrophen (SRB und Methanogene) zeigte signifikante quantitative 
Unterschiede: 
 
 
 
 
     
      
      
      
      
      
      
      
      
      
      
      
      
      
      
      
      
 
Abb.21: Häufigkeit von SRB in Abhängigkeit vom Schweregrad der parodontalen Erkrankung. Die 
Fehlerbalken geben den Standardfehler an. 
 
 
 
 
 
     
      
      
      
      
      
      
      
      
      
      
      
      
      
      
      
      
      
 
Abb.22: Häufigkeit von Methanogenen in Abhängigkeit vom Schweregrad der parodontalen 
Erkrankung. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler an. 
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In tiefen Taschen nahm der durchschnittliche Anteil der Methanogene und SRB 
signifikant zu: 
Von 0,12% +/- 0,05% (moderate Gruppe) auf 
0,49% +/- 0,22% (fortgeschrittene Gruppe) für Methanogene (P=0,038) 
und von  
0,001% +/- 0,00% (moderate Gruppe) auf 
0,01% +/- 0,004% (fortgeschrittene Gruppe) für SRB (P=0,032). 
 
Dies bedeutet, dass in den fortgeschrittenen Fällen der durchschnittliche Anteil von 
Methanogenen an der Gesamtmenge der Bakterien viermal so hoch war wie der in 
der moderaten Gruppe; die SRB stiegen sogar auf den zehnfachen prozentualen 
Wert an. 
 
 
3.6 Phylogenetische Analyse der Sequenztypen  
Repräsentative PCR-Produkte von je 10 zufällig ausgesuchten Patientenproben 
wurden für die direkte Sequenzanalyse ausgewählt. Neben der Verifizierung der 
PCR-Spezifität erlaubte dies die Identifikation der vorherrschenden Gensequenzen 
in den ausgewerteten Proben. Die phylogenetische Analyse der Sequenzen mittels 
einem Vergleich mit einer internationalen Genbank unter Nutzung des Programms 
BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) und des ARB-Software-Pakets ergab, 
dass diese alle, außer einer mcrA-Gensequenz, in hohem Maße mit 
Methanobrevibacter oralis verwandt waren (> 99% Übereinstimmung auf 
Nukleotid- Ebene).  
Ebenso gruppierten alle (bis auf eine) dsrAB Gensequenzen mit hoher 
Verwandtschaft zu Desulfovibrio piger und Desulfovibrio desulfuricans (93% 
Sequenzidentitiät auf Nukleotid-Ebene).  
 
Eine detaillierte phylogenetische Analyse dieser Sequenzen ist in Vianna et al. 
2008 beschrieben.  
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4 Diskussion 
4.1 Methodendiskussion 
Aufgrund der extremen Empfindlichkeit der Methanogene und SRB gegenüber 
Sauerstoff und ihrer aufwendigen Anzucht-Erfordernisse in Form von 
Flüssigkulturen ist die kultivierungs-unabhängige molekulare Quantifizierung die 
Methode der Wahl. Das im Rahmen dieser Arbeit entwickelte spezifische Protokoll 
für die RTQ-PCR im LightCycler mittels distinkter funktioneller Genanalyse (mcrA, 
dsrAB) stellt eine hoch sensitive Technik dar, welche eine Selektion und 
Quantifizierung von SRB und Methanogenen aus klinischen Proben erlaubt. Durch 
das „closed tube format“ der RTQ-PCR ist die Gefahr der PCR-Kontamination im 
Gegensatz zur konventionellen PCR (Stichwort: Gelelektrophorese) erheblich 
verringert, da in der Regel eine weitere zeitintensive Bearbeitung der Proben nach 
dem Ende der PCR nicht notwendig ist. 
 
 
4.2 Diskussion der Ergebnisse 
4.2.1 Die Bedeutung von zwei verschiedenen Hydrogenotrophen für 
parodontale Erkrankungen 
Die vorliegende Studie liefert mittels funktioneller Genanalyse einen 
epidemiologischen Überblick über zwei hydrogenotrophe Organismengruppen 
(SRB, Methanogene), entnommen aus subgingivalen Plaqueproben von 
Parodontitis-Patienten und aus analogen Proben einer gesunden Kontrollgruppe. 
Für 65% der parodontal Erkrankten konnte zumindest einer der zwei 
Hauptwasserstoffverwerter nachgewiesen werden. Methanogene und SRB kamen 
mit etwa gleicher Prävalenz (43% und 41%) vor. Nachweisbare Mengen von 
Methanogenen und SRB konnten in der gesunden Kontrollgruppe nicht belegt 
werden. 
Die Resultate zeigen, dass in allen Fällen in denen SRB und/oder Methanogene 
detektierbar waren, eine Parodontitis sicher vorlag. Das Nichtvorhandensein dieser 
funktionellen Gruppen erlaubt jedoch keinen Rückschluss auf die parodontale 
Situation.  
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Dennoch können die funktionellen Gene mcrA und dsrAB als potentielle Biomarker 
für eine progressive Parodontitis mit eindeutigen positiven prädiktiven Werten 
dienen.  
Es stellt sich zum einen die Frage, warum SRB und/oder Methanogene nur bei 
zwei Dritteln der Erkrankten detektierbar waren und zum anderen, warum sie nicht 
in den gesunden Proben nachgewiesen werden konnten. Möglicherweise fand der 
Konsum von H2 in gesunden Parodontien nur minimal bzw. gar nicht statt, oder er 
wurde von weiteren anderen funktionellen Gruppen übernommen. Diese 
unbekannten potentiellen Konkurrenten um H2 könnten auch das Fehlen von SRB 
und/oder Methanogenen in einem Drittel der Erkrankten erklären. Lepp et al. 2004 
spekulierten, dass Methanogene und Treponemen als alternative syntrophe 
Partner für andere Mitglieder des subgingivalen Biofilms, z.B. für sekundäre, 
fermentierende Pathogene dienen könnten. 
Alternativ kann man vermuten, dass der Verbrauch von H2 für die Entwicklung 
einer Parodontitis zwar begünstigend, aber nicht in jedem Falle zwingend 
notwendig ist. 
 
Die Tatsache, dass sowohl Methanogene als auch SRB in subgingivaler Plaque 
detektiert wurden, spricht dafür, dass beide Gruppen eine wichtige Funktion im 
Prozess des fermentativen anoxischen Abbaus einnehmen.  
Der für ein erfolgreiches Wachstum erforderliche Schwellenwert von H2 ist bei 
Methanogenen zehnmal höher als bei SRB (Lovley et al. 1982). Angesichts dieser 
thermodynamischen Überlegenheit der SRB verwundert es, dass die Existenz von 
beiden hydrogenotrophen Gruppen nicht ausschließlich vom Vorhandensein von 
H2 abhängig sein soll. Es ist vielmehr anzunehmen, dass noch andere Faktoren 
wie ständig wechselnde Milieubedingungen über eine dynamische Etablierung von 
spezifischen Mikroorganismen mitentscheiden (Marsh 2003; Hall-Stoodley & 
Stoodley 2002). 
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4.2.2 Zusammenwirkung der hydrogenotrophen Gruppen 
Das Phänomen, dass in ca. 46% der Patientenproben nur einer der beiden 
Hydrogenotrophen auftrat, lässt auf eine konkurrierende Beziehung („niche 
exclusion“) zwischen den beiden Mikroorganismen-Gruppen schließen. 
Gleichzeitig kann man folgern, dass weder Methanogene noch SRB zwingend für 
die Ätiologie der Parodontits sind und, dass beide Organismengruppen nicht immer 
voneinander abhängig sind.  
 
Die gemeinsame Detektion in anderen Fällen (ca. 20%) spricht gegen eine 
vollständige Verdrängung der einen Art durch die andere. Anzumerken ist an 
dieser Stelle, dass die erhobenen Daten keinerlei Rückschlüsse auf eine mögliche 
Koexistenz von SRB und Methanogenen in einer einzelnen parodontalen Tasche 
zu einem bestimmten Zeitpunkt erlauben, da - zwecks höherer Wahrscheinlichkeit 
der Detektion - gepoolte Proben von einzelnen Patienten untersucht wurden. Der 
hier möglichen Hypothese, dass jede spezifische parodontale Tasche von nur 
einem Hydrogenotrophen besetzt wird, - als Resultat eines Wettkampfs um jede 
einzelne Stelle innerhalb der Mundhöhle - widersprechen die 
Untersuchungsergebnisse von Robichaux et al. 2003; sie zeigen, dass 
Methanogene und SRB gleichzeitig an derselben Stelle auftreten.  
Die Milieubedingungen können offensichtlich die Existenz der beiden funktionellen 
Gruppen derart begünstigen, dass ein Konkurrenzausschluss verhindert wird. 
 
Die überwiegend antagonistischen Beziehungen der Hydrogenotrophen einerseits 
und die mögliche Koexistenz andererseits weisen auf komplexe Interaktionen 
zwischen den Zielorganismen hin, angefangen von einer Partitionierung von H2 bis 
hin zum Wettkampf um H2. Die nachgewiesene Zunahme der einen funktionellen 
Gruppe bei fehlender konkurrierender Gruppe (2,7-fach zu 3,3-fach) belegt eine 
Interdependenz der biochemischen Prozesse, eine Aussage, die bereits von 
diversen anderen Forschern getroffen wurde (Pochart et al. 1992; Strocchi et al. 
1994; Langendijk et al. 2000; Robichaux et al. 2003; Lepp et al. 2004). 
Welche Mechanismen diesen Prozessen zugrunde liegen und ob eine komplette 
Übernahme der Funktion durch den einen oder anderen Hydrogenotrophen 
stattfindet, ist noch ungeklärt. Es kann aber der Schluss gezogen werden, dass 
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beide Gruppen als funktionelle alternative syntrophe Partner das Wachstum und 
die Aktivität von Sekundärfermentierern in erheblichem Maße unterstützen können. 
 
 
4.2.3 Anteile der Hydrogenotrophen in subgingivaler Plaque 
Da Methanogene und/oder SRB nur in Proben parodontal Erkrankter vorkamen, 
scheint ihre Anwesenheit die progressive Entwicklung der Parodontitis zu 
begünstigen. Diese Annahme wird gefestigt durch die korrelative Untersuchung der 
relativen Menge der Hydrogenotrophen und der gemessenen Taschentiefen. Die 
Ergebnisse belegen eindeutig, dass mit zunehmender Sondierungstiefe die 
nachweisbare Besiedlung mit Hydrogenotrophen signifikant ansteigt.  
In schweren Fällen stiegen in Relation zur Gesamtbakterienmenge die SRB 
deutlich höher an (Faktor 10) als die Methanogene (Faktor 4). Diese Tatsache 
lässt auf einen verstärkten Einfluss der SRB auf die Progressionsintensität der 
Parodontitis schließen. Die Milieubedingungen in tiefen Taschen scheinen ungleich 
bessere Wachstumsbedingungen für SRB zu liefern als die der flacheren Taschen. 
Auffällig ist, dass der relative Anteil der Hydrogenotrophen an der 
Gesamtbakterienmenge bei weniger als 1% lag. Dies ist übereinstimmend mit 
Kumar et al. 2005; deren Untersuchung ergaben, dass von den in subgingivaler 
Plaque und in gesunden Bereichen detektierten 274 verschiedenen Bakterienarten 
93% mit jeweils weniger als 1% vertreten waren und 50% mit sogar nur 0,1%. 
Dieses Bild steht im Einklang zur mikrobiellen Diversität in natürlichen 
Ökosystemen, wie z.B. in Bodenproben; es konnte der Nachweis erbracht werden, 
dass 99% der detektierten Arten weniger als 1% der Gesamtpopulation 
ausmachen (Ashby et al. 2007). Folglich wird die mikrobielle Gemeinschaft in 
komplexen Habitaten wie terrestrischen Böden oder subgingivaler Plaque 
wahrscheinlich dominiert von der Summe vieler, einzelner mikrobieller „Raritäten“.  
 
Obgleich zurzeit noch unklar ist, ob in einem bestimmten Ökosystem oder in der 
Pathogenese einer polymikrobiell bedingten Erkrankung die numerisch dominanten 
Spezies eine wichtigere Rolle spielen als die zahlenmäßig deutlich unterlegenen, 
ist zu vermuten, dass zumindest einige Spezies mit geringem Vorkommen 
überproportional, vielleicht sogar entscheidend ein Ökosystems beeinflussen. Das 
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gilt besonders für solche Mikroorganismen, die eine nicht-ersetzbare Schlüsselrolle 
in zyklischen Prozessen einnehmen, („keystone species versus functional 
redundancy“), zum Beispiel für Hydrogenotrophe (Briones & Raskin 2003).  
 
 
4.2.4 Phylogenetische Einordnung 
Die ermittelten mcrA und dsrAB Sequenzidentitäten stehen in Einklang mit 
vorangegangenen Forschungsergebnissen, auch mit denen, die von Kultivierungs-
Studien gewonnen werden konnten. Beispielsweise sind M. oralis und mit ihm nah 
verwandte Phylotypen die dominierenden oralen Methanogene (Ferrari et al. 1994, 
Lepp et al. 2004, Vianna et al. 2006), wobei allerdings auffällt, dass die gesamte 
archaeale Diversität im Mund auf einige Mitglieder der Gattung 
Methanobrevibacter beschränkt zu sein scheint. 
Hinzu kommt, dass die meisten entdeckten dsrAB-Gensequenzen nah verwandt 
sind mit dem oralen Isolat Desulfovibrio strain NY 682 (Langendijk et al. 2001), das 
nach 16S rRNA Sequenzanalyse wiederum Desulfovibrio fairfieldensis entspricht 
(Langendijk et al. 2001). Desulfovibrio fairfieldensis, ein Kommensale des 
menschlichen Magen-Darm-Traktes ist bereits häufig aus parodontalen Taschen 
isoliert worden (Loubinoux et al. 2002), aber auch aus anderen infizierten 
Bereichen, so z.B. aus einem eitrigen Leberabszess (Tee et al. 1996), aus Blut 
(Tee et al. 1996, McDougall et al. 1997) und im Zusammenhang mit 
Choledocholithiasis (Pimentel & Chan 2007); diese Spezies kann also als ein 
potentielles menschliches Pathogen angenommen werden. Der in dieser Studie in 
Fällen schwerer Parodontitis nachgewiesene 10-fache Anstieg unterstreicht diese 
Hypothese. Es sollte erwähnt werden, dass die Diversität von SRB in subgingivaler 
Plaque nicht auf Spezies von Desulfovibrio beschränkt ist (Langendijk et al. 2001).  
 
Weitere Studien zur Charakterisierung der Gesamtdiversität an SRB sollten folgen. 
 
 
 
4.3 Detektion von Acetogenen 
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Die gewonnenen Daten gaben Anlass dafür, nach einer dritten ebenfalls 
hydrogenotrophen Gruppe innerhalb des Biofilms zu suchen, die die ökologische 
Nische übernehmen könnte, welche nicht von Methanogenen und/oder 
Sulfatreduzierern besetzt war. Es waren dies die Gruppe der so genannten 
Acetogene, welche Acetat aus der Verwertung von H2 bilden. In der Tat konnten 
inzwischen in 84% der getesteten Patienten-Proben Acetogene detektiert werden 
(Vianna et al., 2008), so dass nur in verbleibenden 5% der Proben keine der drei 
Gruppen nachweisbar war. Es erstaunte, dass die gefundene dritte Gruppe der 
Hydrogenotrophen auch in der gesunden Kontrollgruppe (in 65% der Fälle) 
nachgewiesen werden konnte. Bemerkenswert war auch, dass die Zahl von 
Acetogenen in den Proben der schweren Parodontitisfälle signifikant um den 
Faktor 2,5 gesunken war, ganz im Gegensatz zu Methanogenen und SRB (Vianna 
et al. 2008). 
 
Eine umfassende Darstellung liefert dazu die Veröffentlichung von Vianna et al. 
2008. 
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4.4 Ausblick 
Die vorliegende Untersuchung lässt Rückschlüsse auf die Diversität und die 
Dynamik des subgingivalen Biofilms zu, obwohl sich die Detektion der 
Zielorganismen auf eine Momentaufnahme beschränkte.  
Mit Sicherheit ist von einer Allgegenwärtigkeit einer der drei funktionellen Gruppen 
in parodontalen Taschen und damit von einer fortwährenden auf H2 basierenden 
syntrophen Interaktion innerhalb des Biofilms auszugehen.  
Die Interdependenzen zwischen H2-Verbrauchern und H2-Erzeugern im 
subgingivalen Biofilm sind von entscheidender Bedeutung für die gesamte 
Funktionsweise dieser mikrobiellen Ökosysteme, wie die Strukturen der 
hydrogenotrophen Besiedlung zeigen. Ein einziger definitiv ursächlicher Erreger für 
die verschiedenen Formen der Parodontits scheint nicht zu existieren.  
 
Um die Ursache der Erkrankung zu erforschen, gilt es stattdessen, das 
Gesamtgefüge der Mikroorganismen zu betrachten, d.h. die in Abhängigkeit vom 
Milieu aufeinander abgestimmte, gemeinsame Aktivität der mikrobiellen 
Gemeinschaft.  
Ergänzende Studien zur Erkenntnis grundlegender Prinzipien, die den infektiösen 
Prozess ungeachtet von wirts- und/oder ortsspezifischen Strukturen vorantreiben, 
könnten nachhaltig das Verständnis der Parodontitis erhöhen.  
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